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益生 菌 大 肠 杆菌 Nissle 1917 抗 逆 性 能 、 猪 肠 上 上 细胞 香 附 率 及 抑 菌 效果 研究 


lj 


李 金 龙 邓 欢 刘 金 艳 BRE E 瑶 Eam 


(西南 大 学 动物 科技 学 院 ， 生 物 饲 料 与 分 子 营 养 室 验 室 ， 重 庆 400715) 


摘 要 :本 试验 由 在 研究 益生 菌 大 肠 杆菌 Nissle 1917 (EcN) 抗 逆 性 能 、 猪 肠 上 皮 细 胞 
黏附 率 及 抑 菌 效 果 。 采 用 体外 法 对 EcN 进行 生长 曲线 绘制 和 耐酸 、 耐 胆 盐 、 耐 热 性 能 
的 测定 ， 以 猪 肠 上 皮 细 胞 下 EC-J2 细胞 为 体外 细胞 模型 ， 考 察 了 EcN 对 该 细胞 的 黏附 
率 以 及 对 致 病菌 大 肠 杆菌 K88 的 黏附 抑制 率 ， 同 时 通过 蛋白 质 印 迹 法 检测 了 EcN 对 
IPEC-J2 细胞 B- 防 御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 的 水 平 的 影响 。 结 果 表 明 : 1) EcN 对 高 酸 、 
高 胆 盐 和 高 温 环境 具有 一 定 耐 受 能 力 。2) EcN 对 IPEC-J2 细胞 的 顾 附 作用 以 对 数 期 最 
E RIEA 33.96%， 显 著 高 于 迟 组 期、 稳定 期 和 衰亡 期 CP<0.05) 。3) EcN 对 致 
病菌 大 肠 杆 菌 K88 具有 良好 的 抑制 效果 ， 黏 附 抑制 率 达 87.84%。4) EcN 还 能 上 调 
IPEC-J2 细胞 B- 防 御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 水 平 。 结 果 提 示 ， 益 生 菌 EcN 具有 较 好 的 抗 
逆 性 能 ， 能 够 良好 地 黏附 猪 肠 上 皮 细 胞 ， 对 致 病菌 大 肠 杆菌 K88 具有 良好 的 抑制 作用 。 


=, 


关键 词 : 大 肠 杆 菌 Nissle 1917; 猪 肠 上 皮 细 胞 ，IPEC-J2 2H; BPA PERE; 抗 逆 性 能 ; 
耐 热 性 能 ， 抑 戎 效果 


中 图 分 类 号 : S816.7 


大 肠 杆菌 Nissle 1917 (EcN) (血清 型 为 O06:K5:H1) 是 一 株 被 德国 医生 Alfred Nissle 


在 一 战 期 间 发 现 并 分 离 得 到 的 无 致 病 性 的 革 兰 氏 阴 性 益生 菌 申 。EcN 的 益生 功能 与 其 对 肠 
道 微生物 的 调控 和 肠 道内 细胞 因子 引起 免疫 反应 存在 关联 外 。EcN 通过 调控 抗菌 肽 的 表达 ， 
增加 免疫 球 和 蛋白 AdgA) 和 黏 蛋白 的 分 泌 以 及 促进 抗 炎症 免疫 反应 BI， 在 肠 道 中 发 挥 重 要 的 
免疫 功能 。EcN 也 能 通过 上 调 紧密 连接 蛋白 闭锁 小 带 的 表达 以 及 促进 紧密 连接 重 白 上 调和 
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22 ”再 分 布 453， 对 增强 猪 肠 上 皮 细 胞 的 紧密 连接 和 提高 黏膜 屏障 具有 重要 的 作用 。 口 服 EcN 

23 ”能 显著 降低 断奶 仔 腹 猪 泻 率 和 竞争 性 阻碍 沙门 民 菌 入 侵 四 ， 也 能 有 效 预 防 产 毒素 大 肠 杆菌 

24 ”的 感染 四。 由 此 可 见 ，EcN 对 提高 动物 肠 道 免疫 功能 、 保 护 肠 道 屏障 具有 重 

25 ，” 生 菌 在 肠 道 内 存活 并 黏附 于 肠 道上 皮 细 胞 表面 ， 是 其 发 挥 益 生 作 用 的 前 提 和 和 

26 ”本 试验 则 在 探 明 EcN 的 生长 特性 ， 耐 酸 、 耐 胆 盐 和 耐 热 的 性 能 ， 对 猪 肠 上 皮 细 胞 黏附 性 能 ， 

27 ”以 及 对 致 病菌 的 抑 菌 效果 ， 为 EcN 在 动物 生产 中 的 应 用 提供 参考 意义 。 

28 1 材料 与 方法 

29 1.1 EcN 生长 曲线 的 测定 和 菌 液 制备 

30 EcN 菌株 购 自 德国 微生物 菌 种 中 心 ( 编 号 为 DSM 6601) 。 大 肠 杆 菌 K88 菌株 购 自 中 
> 31 国 兽 医药 品 监察 。 采 用 比 浊 法 绘制 EcN 和 大 肠 杆菌 K88 生长 曲线 ， 以 培养 时 间 (0~30 h) 


o RR 


础 。 因 此 ， 


32 ”为 横 坐 标 ， 以 对 应 的 600 nm 吸光 度 值 CODeo nm) 为 纵 坐 标 绘 出 EcN 的 生长 曲线 。 采 用 
33 LB 培养 基 培 养 EcN 和 大 肠 杆菌 K88 KW, MERRER PBS) 将 菌 液 调整 浓度 


34 ” 约 为 1.0x10s CFU/mL， 用 于 体外 抗 逆 性 能 、 猪 肠 上 皮 细 胞 黏附 性 能 和 抑 菌 效 果 检 测 。 
N 35 1.2 IPEC-J2 细胞 的 培养 

C 36 猪 空肠 上 皮 细 胞 IPEC-J2 细胞 来 自 西南 大 学 动物 科技 学 院 实验 室 的 冻 存 细胞 。 将 复苏 
37 ”细胞 置 于 培养 瓶 中 ， 加 入 5 mL DMEM 完全 细胞 培养 液 〈 含 5% 胎 牛 血清 +1% 双 抗 ) ， 置 


38 于 37 C 5% CO 培养 箱 中 培养 。 待 贴 壁 率 达 85% 时 ， 胰 酶 消化 ， 调 整 浓 度 约 为 2.0x105 个 


39 /mL， 置 于 六 孔 培养 板 中 继续 培养 ， 生 长 至 单 层 后 进行 后 续 试 验 。 


© 40 ”1.3 体外 抗 逆 性 能 检测 
41 ”1.3.1 耐酸 和 耐 胆 盐 
42 取 等 体积 EcN 菌 液 分 别 置 于 pH 1.5、2.0 和 2.5 的 模拟 胃液 中 ， 以 pH 7.0 为 对 照 。 再 


43 ” 取 等 体积 EcN 菌 液 分 别 置 于 猪 胆 盐 浓 度 为 0、0.30%、0.60% 和 0.90% 的 LB 液体 培养 基 中 ， 


44 ”每 组 3 个 重复 。 胃 酸 组 和 胆 盐 组 置 于 37 C 200 r/min 恒温 振荡 器 中 分 别 培养 3 和 24 ho Ah 
45 ” 理 后 与 处 理 前 细菌 总 数 比 值 的 百分数 为 EcN 存活 率 。 


46 13.2 耐 热 


47 取 4 份 9 mL 灭 菌 生理 盐水 于 试管 中 并 预 热 至 80 C, HAIMA 1 mL 菌 液 ， 保 温 30、 


48 ”40、50 和 60 s 后 ， 迅 速 冷却 ， 对 不 同 保温 时 间 组 菌 液 按 10 倍 梯度 进行 稀释 ， 吸 取 100 pL 
49 ”最 佳 稀释 浓度 菌 液 均 匀 涂 抹 于 LB 固体 培养 基 上 ， 置 于 37 人 培养 箱 中 培养 24 h 后 菌落 计 
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数 ， 每 组 2 个 重复 。 调 节 水 温 至 70、65 °C, HR 
51 ”EcN 存活 率 。 
52 1.4 IPEC-J2 细 胞 条 附和 抑 菌 试验 
53 Aga 
54 
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ZH Hb BAS 


ees 


FEF 稳 和 衰亡 期 ) EcN 菌 


上 述 试验 ， 用 1.3.1 中 的 计算 方法 计算 


液 加 入 IPEC-J2 4 


胞 ， 以 等 体积 


-Ho 


Es 


= 


取 2 mL DMEM 不 完全 细胞 培养 液 〈 不 含 双 抗 ) 和 1 mL BIHAR GRR. Wa 


每 组 重复 3 孔 ， 置 于 37 C 5% CO; 培 养 2 h 后 ，PBS HSK, AAMT, H 


PBS #44 EcN 菌 液 作 为 对 照 组 ， 


] 镜 下 随机 选取 25 个 视野 ， 拍 照 和 计数 100 个 细胞 J 


阔 数 与 加 入 细菌 总 数 比 值 的 百分数 为 EcN 黏附 率 。 


H 醇 固定 20 
上 黏附 的 EcN 菌 数 ， 
取 EcN 菌 液 500 pL 与 IPEC-J2 细 胞 预先 培养 2 h 后 ， 再 加 入 大 肠 杆菌 K88 菌 液 500 
hL 和 1 mL DMEM 不 完全 细胞 培养 液 ， 以 未 加 EcN 的 大 肠 杆菌 K88 菌 液 作为 对 照 组 。37 °C 5% 
60 ”CO, 继 续 培 养 2 h 后 ，PBS 漂 洗 5 次 ， 裂 解 细胞 并 10 倍 梯度 稀释 裂解 液 ， 再 均匀 涂抹 于 选择 性 
€ 61 ”培养 基 紫 红 胆 汁 琼脂 (VRBA) 上 ,平板 计数 。 每 组 重复 4 孔 ， 取 平均 值 。 按 以 下 公式 计算 
62 EN 对 到 病菌 的 医用 抑制 
~ 6 黏附 抑制 率 〈%) =100x (对 照 组 一 试验 组 ) /对 照 组 。 
C 64 取 100 kL 大 肠 杆菌 K88 菌 液 均匀 涂抹 于 琼脂 培养 基 上 ， 于 无 菌 超 净 台 上 室温 晾 干 ， 再 
65 “用 牛津 杯 〈 直 径 为 8 mm) 进行 打 孔 。 取 200 uL EcN 菌 液 置 于 琼脂 板 . 
66 ”测定 抑 菌 圈 直 径 ， 做 3 个 重复 ， 取 平均 值 判定 抑 菌 效果 。 
67 ”1.5 B- 防 御 素 -2 和 Toll 样 受 体 水 平 的 检测 
68 
69 
70 
71 


72 上 


73 


74 1.6 数据 统计 方法 
75 


76 


5 


采用 Excel 2007 #14 
77 


F 均 值 和 标准 误 (SEM) 表示 。 
2 结果 与 分 析 


试验 分 为 4 组， 试验 组 分 别 取 1 mL EcN (EcN 组 ) ~ KF 


组 ) 及 EcN+ 大 肠 杆 菌 K88 混合 液 〈 体 积 比 1 : 1，EcN 组 + 大肠 杆 
养 板 中 ， 另 以 等 体积 PBS 作为 对 照 组 ， 朋 


PBS 漂洗 5 次 ， 胰 酶 消化 后 转 至 1.5 mL 离心 管内 ，4 'C 12 000 r/min 离心 5 min, F] 


漂洗、 离心 弃 上 清 ， 然 后 加 入 1 mL 和 蛋白质 裂 解 液 ， 离 心 10 min A 


迹 〈《Western blot) 法 检测 B- 防 御 素 -2 和 Toll 样 受 体 水 平 。 


F 进 行 数据 整理 ， 采 用 SAS 9.1.3 软 件 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 结 


上 孔 中 ，37 'C 培 养 24 h， 
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K88 (KHH 
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ES| 
有 加 入 2 mL DMEM FELY 


K88 
K88 组 ) 置 于 六 孔 培 


胞 培养 液 培养 3 h 后 ， 
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2.1 EcN 生长 | 


1 线 


EcN 生长 


1 线 如 图 1 所 示 。 接 种 4 h 后 呈 


培养 10 h Jaw} 


进入 衰亡 阶段 。 
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快速 上 升 趋势 ， 显 示 其 进入 对 数 生长 阶段 ， 
渐进 入 稳定 期 ，18 h 后 逐渐 出 现 缓慢 下 降 趋势 ，24 h 后 此 趋势 较 明 显 ， 逐 渐 


时 间 (h) 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 


图 1 EcNK ËR 


Fig.l The growth 


2.2 EcN 体 外 抗 逆 性 能 


EcN 耐 酸 试验 结果 如 表 1 所 示 。 随 模拟 胃液 pH 的 降低 ，EcN 存 活 率 显著 下 降 (P<0.05) 。 


生长 曲线 


curve of EcN 


当 pH 为 2.5 时 ，EcN 存 活 率 为 30.26%， 较 对 照 组 减少 51.58%。pH 为 2.0 和 1.5 时 ，EcN 存 活 率 


分 别 为 17.69%、10.44%， 强 酸性 环境 抑制 EcN 的 生长 。 


j 


K1 EcN 耐 酸 


试验 结 


Table 1 Test results of acid tolerance of EcN 


项 
Item 7.0 
EcN 存活 率 EcN survival rate/% 62.508 


pH P 值 
SEM 
2.5 2.0 1.5 P-value 
30.26° 17.69° 10.444 0.69 < 0.05 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 表 2 和 表 3 同 。 


Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The 


same as Table 2 and Table 3. 


EcN 耐 胆 盐 


率 显 著 下 降 (P<0.05) 。 胆 


从 0.30% 增 加 至 


试验 结果 如 表 2 所 示 。 对 照 组 存 
盐 浓度 为 0.30% 时 ， 


活 率 为 84.95%， 随 胆 盐 浓度 增加 ，EcN 存 活 


其 存活 率 迅 速 下 降 至 27.34%。 当 胆 盐 浓度 


0.90% 时 ， 存 活 率 下 降 趋 势 较 平缓 。 而 胆 盐 浓度 在 0.60% 和 0.90% 时 ，EcN 存 


活 率 分 别 为 21.03%、15.21%。 高 胆 盐 环境 会 抑 溃 


EcN 的 生长 。 


表 2 EcN 耐 胆 盐 


8 试验 结果 


=f 


ERA TI 


99 Table 2 Test results of bile salt tolerance of EcN 


项 胆 盐 浓度 Bile salt concentration/% P 值 
SEM 
Item 0 0.30 0.60 0.90 P-value 
EcN 存活 率 EcN survival rate/% 84.958 27.34? 21.03° 15.214 1.16 < 0.05 
100 EcN 温度 耐 受 试验 结果 如 图 2 所 示 。 随 水 浴 温 度 升 高 和 保持 时 间 增 加 ，EcN 存活 率 逐 


101 ” 渐 降 低 。 不 同 温度 保持 30、40、50 和 60 s, Æ 80 “CIN EcN 存活 率 分 别 为 15.86%、 


102 ”11.01%、5.29% 和 2.20%， 存 活 率 较 低 ; 在 70 ‘CIN EcN 存活 率 分 别 为 59.03%、49.78%、 


103 ”43.61% 和 30.40%; 在 65 “CIN EcN 存活 率 分 别 为 80.18%、73.57%、60.79% 和 49.34%， 存 


104 。 活 率 较 高 。 


=9 一 80C 70C -全 -65C 


S 80.18 
z ” 73.57 
Hoo 
45 
30 
15 
0 D: 
30s 40s 50s 60s 时 间 
105 
106 图 2 EcN 温 度 耐 受 试验 结果 
107 Fig.2 Test results of temperature tolerance of EcN 
g ip 


108 2.3 EcN 对 IPEC-J2 细胞 的 黏附 作用 


109 以 测定 的 EcN 生长 曲线 作 参 考 ， 选 用 培养 2、8、16 和 26 h 的 EcEN， 分 别 代表 其 迟缓 


110 ”期 、 对 数 期 、 稳 定期 和 衰亡 期 4 个 生长 阶段 ， 进 行 后 续 试 验 。 


111 EcN 对 IPEC-J2 细胞 的 黏附 作用 结果 如 图 3 和 表 3 所 示 。 不 同 生长 阶段 的 EcN 对 


112 ”IPEC-J2 细胞 条 附 率 差异 显著 (P<0.05) 。 以 对 数 期 EcN 的 秋 附 性 能 最 佳 ， 其 每 100 42 


113 。” 胞 黏附 细菌 数 为 3 056 个 ， 黏 附 率 达 33.96%; 其 次 是 稳定 期 ， 每 100 个 细胞 黏附 细菌 数 为 


114 ”2 043 个 ， 番 附 率 达 22.70%; BRAME HRR EREDETE 3 和 第 4， 每 100 个 


115 ”细胞 黏附 细菌 数 分 别 为 1174、661 4S, ALBA EA) FIA 13.04%. 7.34%. 
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A: 对 照 control; B: 2h; C: 8h; D: 16h; E: 26h. 


3 EcNXJIPEC-J2 MAN BaP (AR PR YL, 1000x) 


Fig.3 The adhesion of EcN to IPEC-J2 cells (gram stain, 1 000x) 


表 3 不 同 生 长 阶段 EecN 对 IPEC-J2 细 胞 的 黏附 率 


Table 3 Adhesion rate of EcN at different growth phases to IPEC-J2 cells 


生长 阶段 Growth phases P 
项 目 迟缓 期 对 数 期 稳定 期 衰亡 期 
SEM 
Items Retardation Logarithmic Stationary Decline P-value 
phase phase phase phase 
Ak bY Adhesion rate/% 13.04° 33.968 22.70° 7.344 0.39 < 0.05 


2.4 EcN 对 大 肠 杆菌 K88 的 抑制 作用 

EcN 对 大 肠 杆菌 人 88 的 条 附 抑制 试验 结果 如 表 4 所 示 。EcN 对 大 肠 杆菌 K88 的 黏附 抑制 
率 达 到 87.84%。 抑 菌 试验 测 得 抑 菌 圈 直 径 为 4.73 mm。 结 果 表 明 ，EcN 对 大 肠 杆菌 K88 具 有 
良好 的 抑制 效果 。 


表 4 EcN 对 大 肠 杆菌 K88 的 黏附 抑制 试验 结果 


Table 4 Adhesion inhibition test results of EcN to Escherichia coli K88 


项 目 Items 结果 Result 


黏附 抑制 率 Inhibition rate of adhesion/% 87.84 


抑 菌 圈 直 径 Antibacterial diameter/mm 4.73 
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抑 菌 效果 Bacteriostasis result ++ 


“4” 代表 抑 菌 圈 直 径 在 0~3 mm; “++” 代 表 抑 菌 圈 直 径 在 3~6 mm. 


"+" means antibacterial diameter in 0~3 mm; "++" means antibacterial diameter in 3~6 mm. 
2.5 EcN 对 B -防御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 水 平 的 影响 
EcNX B -防御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 水 平 的 影响 如 图 4 所 示 。 对 照 组 B- 防 御 素 -2 水 平 显 著 低 


于 EcN 组 和 EcN+ 大 上 肠 杆菌 K88 组 (P<0.05) ， 而 与 大 肠 杆菌 K88 组 差异 不 显著 CP>0.05) ， 


对 照 组 Toll 样 受 体 4 水 平 显著 低 于 其 他 3 组 CP<0.05) 。EcN 组 的 B- 防 御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 水 


平 低 于 EcN+ 大 肠 杆菌 K88 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) 。 此 外 ， 大 肠 杆菌 K88 组 B- 防 御 素 -2 


和 Toll 样 受 体 4 水平 略 低 于 EcN 组 和 EcN+ 大 肠 杆 落 K88 组 ， 但 差异 均 不 显著 CP>0.05) 。 


eal EcN 
对 照 组 ”EcN 组 Keel 


一 一 ee — — B-defensin-2 


——— ee actin 


口 B- 防 御 素 -2 
DTLR-4 


对 照 组 EcN 组 EcoliK88 组 EcN+K88 组 


数据 柱 形 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 


Data columns with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 
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4 EcN 对 有 -防御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 水 平 的 影响 


Fig.4 Effects of EcN on B-defensins-2 and toll-like receptor-4 levels 


3 讨论 


3.1 EcN 的 体外 抗 逆 性 能 
研究 表明 ，EcN 拥 有 6 种 独特 的 铁 摄取 系统 能 产生 铁 歼 合剂 [ 肠 菌 素 Centerobactin) 、 


沙门 菌 歼 铁 和 蛋白 (salmochelin，、 耶 尔 森 杆菌 素 Cyersiniabactin) 、 产 气 菌 素 (aerobactin)、 


China no 4/ BAI! 
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147 Hy ER RR IZ AB ferric dicitrate transport system) 和 楚 血 红 素 转运 位 点 (the chu heme 


148 transport locus) ]， 摄 取 环 境 中 的 铁 离 子 (Fe+) ， 用 于 代谢 时 能 量 的 产生 。 而 中 性 偏 酸性 


149 条 件 更 有 利于 EcN 铁 摄取 系统 产生 4 种 铁 歼 合剂 (enterobactin、salmochelin、aerobactin 和 


150 ”yersiniabactin〉[9。 由 此 推测 ， 中 性 偏 酸性 环境 更 适宜 EcN 和 生存 。 虽 然 本 试验 EcN 存 活 率 随 


151 ”模拟 胃液 pH 的 降低 而 降低 ， 但 仍 保持 一 定 的 存活 ， 可 见 EcN 对 胃酸 环境 具有 一 定 的 耐 受 能 


152 力 。 猪 角 内 pH 一 般 在 2.0~3.5， 饲 粮 变 化 会 使 角 酸 pH 在 1.5~5.0 波 动 ， 试 验 结果 显示 ， 在 pH 


153 ”2.5 的 模拟 胃液 中 EcN 也 能 存活 ， 提 示 其 能 通过 胃酸 环境 ， 进 入 肠 道 发 挥 益 生 作用 。EcN 除 


154 ”需要 耐 受 胃酸 环境 外 ， 还 应 耐 受 肠 道中 胆 盐 形成 的 高 渗透 压 环境 。 猪 肠 道 内 胆 盐 含量 一 般 


155 ”在 0.03%~0.50% 的 范围 内 波动 ， 而 本 试验 显示 高 胆 盐 浓度 (0.90%) 环境 下 的 EcN 也 依然 能 


> 156 存活， 可 见 BEcN 对 上 肠 道中 的 胆 盐 环境 也 共有 一 定 的 耐 受 能 力 。 此 外 ，EcN 在 高 温 环 境 中 也 


157 ”能 保持 存活 ， 表 明 其 对 温度 具有 一 定 的 耐 受 能 力 。 关 于 益生 菌 耐酸 、 耐 胆 盐 、 耐 热 性 能 的 


158 ”其 体 机 制 ，Hatice 等 外 研 究 发 现 ， 乳 酸 菌 能 产生 胞 外 多 糖 ， 能 耐 受 较 低 的 pH 和 高 胆 盐 环境 ， 


= 159 Turpin 等 (0 从 分 子 水 平 发 现 益生 菌 乳酸 片 球菌 P.acidilactici) 存在 多 种 与 耐酸 、 耐 胆 盐 、 


N 160 耐 热 相关 基因 ， 如 热 休 克 和 蛋白 (groEL) 基因 、D- 丙 氨 酸 转移 酶 tD) ÆA clpL (一 种 


161 ATP 酶 ) 基因 和 胆汁 酸 水 解 酶 Chsh) 基因 等 。 因此， 关于 益生 阔 EcN 耐 受 强酸 高 胆 盐 高 温 


162 ”环境 是 否 也 存在 上 述 相 关 或 者 其 他 潜在 机 制 ， 还 有 待 进一步 研究 。 
163 ”3.2 EcN 的 黏附 性 能 和 抑 菌 性 能 
164 本 试验 对 比 研 究 了 4 个 时 期 的 EeN 对 IPEC-J2 细 胞 黏附 能 力 的 大 小 ， 其 秋 附 效果 以 对 数 
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aA. X 
166 ”提示 EcN 能 良好 地 笑 附 于 IPEC-J2 细 胞 表面 可 能 与 其 生长 阶段 存在 关联 。 菌 毛 是 细菌 附 着 于 


167 “动物 消化 道 黏膜 上 皮 细 胞 表面 的 重要 结构 ，EcN 自 身 基 因 组 编码 的 FI14、F1C 和 卷曲 菌 毛 能 


168 。” 帮助 其 定植 于 IPEC-J2 细 胞 上 ， 并 形成 生物 被 膜 抵御 致 病菌 入 侵 。 若 缺乏 F1C 菌 毛 和 鞭毛 的 


169 ”表达 ， 则 会 降低 黏附 性 能 和 削弱 对 沙门 氏 菌 入 侵 的 抑制 作用 023。 也 有 文献 报道 ，EcN 通 过 


170 ”Fl1C 菌 毛 调 控 对 细胞 的 黏附 作用 以 及 对 致 病菌 的 抑 菌 作用 。EcN 诱 导 I 了 PEC-J2 细 胞 分 泌 B - 防 


171 ， 御 素 -2 和 促进 T 细 胞 中 Toll 样 受 体 4 的 表达 ， 对 抑制 病原 菌 入 侵 和 减轻 肠 道 炎症 具有 重要 作 
172 用 ， 同 时 EcN 诱 导 B -防御 素 -2 的 分 泌 可 能 与 鞭毛 存在 关联 :， 若 EcN 缺 失 编码 F1C 戎 毛 和 凌 


173 ， 毛 基 因 ， 符 附 率 分 别 降 低 99.9% 和 50.0%， 同 时 降低 抑 菌 能 力 031。 此 外 ，EcN 在 IPEC-J2 细 


174 ” 胞 上 黏附 和 生长 期 间 会 形成 鞭毛 ， 其 鞭毛 长 度 和 数量 随 培养 时 间 的 增加 而 增加 0 。 由 此 可 
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关于 EcN 诱 导 IPEC-J2 细 胞 对 8B -防御 素 -2 和 Toll 样 受 体 4 的 表达 以 及 黏附 作用 机 理 只 作 了 初 
步 探究 ， 而 更 深层 次 的 黏附 性 能 和 抗菌 机 制 仍 需要 进一步 研究 。 

本 试验 中 ， 用 大 肠 杆菌 K88 感 染 预 先 与 EcN 培 养 一 段 时 间 的 IPEC-J2 细 胞 ， 发 现 EcN 对 


大 肠 杆 菌 K88 黏 附 抑制 率 达 87.84% 。Boudeau 等 053 先 将 IPEC-J2 细 胞 与 EcN 预 先 培养 一 段 时 


则 后 再 加 入 致 病 性 大 肠 杆菌 进行 培养 和 直接 将 2 种 菌 同时 加 入 IPEC-]2 细 胞 进行 培养 ， 对 比 


Et 


究 EcN 对 致 病 性 大 肠 杆 菌 的 抑制 作用 ， 结 果 发 现 前 者 的 抑制 率 为 97.29%~99.9%， 后 者 为 


78.0%~99.9% 。Klete 等 00 和 Malchow 等 0 也 报道 了 预先 将 EcN 与 IPEC-J2 细 胞 培养 ， 能 降低 


致 病 性 大 肠 杆菌 对 细胞 的 感染 机 率 ， 并 影响 致 病菌 对 细胞 的 弛 附 和 侵 术 能 力 ， 而 将 EcN 与 


沙门 民 菌 同时 加 入 时 ， 仅 减少 沙门 民 菌 入 侵 率 为 70%U3。 推 测 EcN 对 细胞 的 医 附 作用 以 及 
其 生理 功能 的 发 挥 可 能 存在 时 间 效 应 。 研 究 表明 ， 增 加 EcN 与 细胞 的 预先 培养 时 间 有 利于 
抑制 病原 菌 的 入 侵 ， 同 时 提高 EcN 的 剂量 ， 抑 制 效果 更 好 0]。EcN 预 先 培养 和 较 高 剂量 使 


中 


用 也 有 利于 提高 肠 道 黏 蛋 白 mRNA 的 表达 水 平 09。 毕 上 研究 ，EcN 制 剂 在 生产 实践 中 尽早 
并 高 剂量 使 用 ， 可 能 会 更 好 的 发 挥 益生 作用 。 

本 试验 只 对 EcN 相 关机 理 只 作 了 初步 的 探索 ， 关 于 EcN 狐 附 机 理 和 对 致 病菌 颖 附 抑 种 
作用 以 及 抗 逆 性 能 的 研究 ， 还 需要 从 分 子 水 平 进行 更 深入 的 探索 。 


PA 


4 结论 


D EcN 对 猪 肠 上 皮 细 胞 儿 附 效果 以 对 数 期 最 佳 ， 并 对 致 病菌 大 肠 杆菌 K88 存 在 较 强 的 
抑制 作用 。 

@ EcN 面 对 高 酸 、 高 胆 盐 环境 也 呈现 一 定 的 抗 逆 性 能 ， 有 利于 其 在 骨 肠 道内 发 挥 生 
作用 。 
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Abstract: This experiment was conducted to investigate stress resistance, swine intestinal 
epithelial cell adhesion rate and antimicrobial effects of probiotics Escherichia coli Nissle 1917 
(EcN). The growth curve, acid, bile salt and heat tolerance were analyzed using in vitro methods; 
IPEC-J2 cells of swine intestinal epithelial cells were selected as the in vitro cell model to 
investigate the effects of EcN on adhesion rate and inhibition rate of adhesion to an pathogenic 
bacterium Escherichia coli K88; meanwhile, the effects of EcN on levels of B-defensin-2 and toll- 
like receptor 4 of IPEC-J2 cells were identified by Western blot. The results showed as follows: 1) 
EcN could survive in strong acid, high concentration of bile salt and high temperature. 2) EcN in 
logarithmic phase had the highest intestinal epithelial cell adhesion effect and its adhesion rate 
was 33.96%, which was significantly higher than that in retardation phase, stationary phase and 
decline phase (P<0.05). 3) EcN had good inhibitory effect on pathogenic bacterium Escherichia 
coli K88 and its inhibition rate of adhesion was 87.84%. 4) EcN could up-regulate the levels of B- 
defensins-2 and toll-like receptor 4. In conclusion, the probiotics EcN presents stress resistance, 
has great swine intestinal epithelial cells adhesion capacity, and prevents attack from pathogenic 
bacteria Escherichia coli K88. 

Key words: Escherichia coli Nissle 1917; swine intestinal epithelial cell; IPEC-J2 cell; adhesion 


property; stress resistance; heat tolerance; antimicrobial effects 


